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看 氨基 酸 代谢 的 研究 : 
| SANDE RB AROS 


王 二 力 HER 


《中 国 科学 院 上 海 生物 化 学 研究 所 》 


摘要 ” 葛 麻 叶 及 桑 叶 中 含有 丰富 的 苹果 酸 ， 在 鼻 的 体液 、 丝 腺 及 中 肠 等 组 织 中 氧化 草 果 酸 的 能 力 相当 
强 , 使 苹果 酸 形成 OAA 或 PYR, 

我 们 测 得 苑 麻 乔 及 丝 逐 中 有 NADP 专 一 的 MDH, 在 中 肠 内 以 MDH 为 主 ， 同 时 能 测 到 ME 活 
力 。 以 延 胡 索 酸 为 底 物 ,可 以 观察 到 NADP 被 还 原 。 通 过 这 些 酶 的 作用 ,可 将 叶 中 的 菜 果 酸 形成 PYR, 





在 昆虫 中 PYR 不 仅 是 糖 酵 解 的 重要 产物 ,也 是 糖 和 和 氨基酸 代谢 相 联 系 的 中 心 环 节 之 . 
— (Bailey, 1975; Rees，1977)。 在 5 龄 番 中 ,天 酮 酸 的 代谢 和 转化 极为 重要 ( 许 廷 森 等 ， 
1962, 1963), RAM BMAS2ADEARBBNEERS EH ABNAAR, CHEE 
RH, 丝 心 疏 白 中 的 丙 氨 酸 含量 在 50% 以 上 。 丝 心 蛋白 中 的 甘氨酸 , 丙 氨 酸 含量 和 体内 
合成 它们 的 酶 系 的 关系 密切 ( 邹 柏 祥 等 , 1979), 并 受 保 幼 激素 调节 控制 ( 许 廷 森 等 ,1979; 
林 浩 等 ,1980)。 天 蛋 蛾 科 的 萝 暴 蛋 、 株 蛋 和 材 蛋 丝 腺 能 自 支 链 氨 基 酸 通过 和 谷 丙 转氨酶 
的 联合 作用 , 由 丙酮 酸 形成 丙 氨 酸 , REA IZ ARAB ARE RAR OPER 
等 , 1963，1964a)。 此 外 , 丙酮 酸 通过 乌 氨 酸 转 氨 酶 也 可 形成 丙 氨 酸 ( 许 廷 森 等 ，1980a， 
1980b)。 经 过 这 些 代 谢 途 径 形 成 的 商 氨 酸 磋 染 均 来 源 于 丙酮 酸 。 Fukuda 等 (1955) BAJ 
用 “C- 丙 酮 酸 合成 丝 心 蛋白 中 的 “C- 丙 氮 酸 ， 但 未 能 发 现 体液 和 丝 腺 等 组 织 中 存在 丙酮 
酸 。 作者 系统 地 观察 了 丙酮 酸 在 鼻 组 织 中 的 含量 , 进一步 阐明 丙酮 酸 作为 丙 氨 酸 碳 架 的 
BRE XM FER, 1964b). 此 外 , 本 实验 室 还 曾 分 析 桑 叶 和 昔 麻 时 中 鞋 果 酸 等 的 含量 ， 
发 现在 每 克 桑 叶 中 含 苹果 酸 17.8 微克 分 子 , 在 每 克 昔 肪 时 中 为 23.9 微克 分 子 。 
鉴于 丙 氨 酸 在 形成 丝 心 蛋白 中 的 重要 性 ,苹果 酸 有 可 能 作为 丙酮 酸 矶 架 重 要 的 来 源 ， 
为 此 , 我 们 测定 了 和 蛋 体 液 、 丝 腺 、 中 肠 和 脂肪 体 中 由 苹果 酸 转变 为 草 酰 乙 酸 和 丙酮 酸 的 能 
力 ; 无 论 MDH 还 是 ME， 都 对 NADP 专 一 。 我 们 还 测定 了 患 脓 病 家 乔 的 体液 和 丝 腺 
中 氧化 苹果 酸 的 能 力 , 它 们 的 酶 活力 比 正常 乔 显 落 降 低 。 


材料 与 方法 
— RRR SR". REA 5 龄 "306X 华 十 ”"。 均 由 中 国 农业 科学 院 委 
业 研究 所 供给 。 
=Z, RA PREE. Merk 出 品 )。NAD 和 NADP( 本 所 东风 生化 试剂 厂 生产 )。 


ARF 1980 年 9 月 收 到 。 
* 文中 MDH 为 苹果 酸 脱 氢 酸 》 ME JERR, PYR 为 丙酮 酸 ; OAA 为 草 酰 乙酸 ; NAD 为 辅酶 1; NAD- 
H 为 还 原 辅酶 NADP 为 辅酶 I; NADP. H, 为 还 原 辅酶 I 
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三 、 酶 液 制 备 ” 按 前 文 《 王 二 力 等 ,1966) 方 法 取得 组 织 。 体 液 取 出 后 , WEB 
水 以 1:3 稀释 ,并 在 4°C 左右 对 重 燕 水 透析 24—48 小 时 ,然后 经 10,000 Xxg 离心 , 取 上 清 
液 作 为 体液 酶 制剂 。 丝 腺 、 脂 肪 体 和 中 上 肠 等 组 织 取 出 后 ,分 别 加 入 3 倍 重量 的 重 蒸 水 进行 
匀 浆 ,再 以 10,000xg 离心 , 取 上 清流 作为 各 组 织 的 酶 制剂 。 

四 、MDH 和 ME 的 测定 观察 NAD 或 NADP 在 340 毫 微米 时 消光 系数 的 变化 
来 确定 氧化 苹果 酸 的 能 力 。 以 加 入 OAA RUA MDH 的 活性 ; 以 加 入 PYR 
及 CO, 形成 道 反 应 表示 ME 活性 。 

结果 与 讨论 

一 、 蕴 麻 友 体液 中 苹果 酸 的 酶 促 氧化 将 功 麻 彼 体 液 制剂 与 匡 果 酸 一 起 保温 ， 
NADP 很 快 被 还 原 , 不 能 用 NAD 代替 NADP (图 1)。 

本 实验 室 曾 观察 到 万 麻生 体液 中 有 游离 的 苹果 酸 ， 所 以 反应 系统 中 不 加 苹果 酸 亦 能 
使 NADP 还 原 ， 但 经 对 水 透析 24 小 时 后 的 体液 , 因 已 将 苹果 酸 等 小 分 子 化 合 物 透析 除 
去 , 则 不 能 还 原 NADP (图 2)。 如 果 将 未 透析 的 体液 制剂 在 100°C 加 热 5 分 钟 ,由 于 酶 失 
活 , 不 能 使 NADP 还 原 ; 若 再 加 入 透析 过 的 体液 , 可 立即 看 到 NADP 被 还 原 (图 3a)。 如 
IRR NADP 与 透析 过 的 体液 一 起 保温 ,NADP 几 乎 不 能 还 原 , 而 再 加 入 热处理 过 的 体液 制 
剂 , 又 出 现 NADP 的 还 原 ( 图 3b)。 说 明 经 热处理 而 未 透析 的 体液 中 有 蔷 果 酸 , 加 入 酶 制 
剂 后 ，NADP 可 被 立即 还 原 。 如 果 以 延 胡 索 酸 为 底 物 , 须 经 15 分 钟 方 有 明显 的 NADPH 
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图 1 体液 氧化 苹果 酸 时 对 辅酶 的 要 求 。 图 2 体液 制剂 中 内 源 底 物 (苹果 酸 ) 的 测定 。 
反应 条 件 : 苹果 酸 5 HF; MgSO410 微克 分 子 ; 反应 条 件 中 , 除 不 加 萤 果 酸 外 ,其 余 同 图 1 。 
NAD( 或 NADP) 0.2 微克 分 子 ; Tris. HCI pH8.0 @ 未 经 透析 


40mM; 酶 制剂 0.3 毫升 。 OR A BENT 24 小 时 
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形成 (图 4), 说 明 延 胡 索 酸 不 能 直接 引起 NADP 还 原 。 可 能 由 于 先 在 延 胡 索 酸 酶 的 作用 
下 形成 革 果 酸 , 继 而 以 后 者 为 底 物 还 原 NADP。 
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图 3 加 热处理 对 体 波 制 旗 的 影响 。 
O NADP + 热处理 体液 制剂 DGNADP + 透 
HONERA @ 再 加 未 热处理 的 体液 制剂 
四 再 加 入 热处理 的 体液 制 神 了 加 入 体液 制剂 
反应 条 件 : NADP 0.3 微克 分 子 ， 体 液 制剂 
0.3 3 E7 加 热处理 的 体液 制剂 0.5 毫升 。 
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图 4 以 延 胡 索 酸 为 底 物 时 ，NADP 被 还 原 的 情 
况 反 应 条 件 中 , 除 延 胡 索 酸 加 0.9 微克 分 子 外 。 其 
余 与 图 1 同 。 


=, BRM WERF H, 在 MDH 作用 下 ,以 NAD 为 辅酶 ,产物 是 
OAA; 在 ME 作用 下 ， 以 NADP 为 辅酶 ， 其 产物 是 PYR 十 CO, (Barley, 1975). 为 了 
明确 苹果 酸 是 通过 哪 一 条 途径 形成 PYR 的 ， 我 们 观察 了 以 上 反应 的 逆反 应 。 反应 平衡 
后 加 入 OAA 可 使 MDH 作用 逆转 ;加 和 人 PYR 十 CO, 能 使 ME 作用 逆转 ，OAA 则 抑制 
此 反应 。 我 们 工作 中 ， 当 苹果 酸 和 NADP 及 体液 共同 保温 时 ， 形 成 大 量 的 NADPH, 
可 通过 340 毫 微米 光 吸 收 增加 来 测定 (图 5)。 加 入 OAA 可 使 反应 迅速 逆转 ， 而 加 入 
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图 5 BERRA (EER RAE A 
反应 条 件 : PYR 100 微克 分 子 , NaHCO; 200 微 
克 分 于 ，OAA 10 微克 分 子 , 其 余 与 图 1 同 。 
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图 6 萝 麻 和 中 肠 , 丝 腺 氧化 菜 果 酸 的 逆反 应 
反应 条 件 : PYR 12 RHF. NaHCO, 300 微 
克 分 于 ，OAA 10 微克 分 子 , 其 余 与 图 1 同 。 
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PYR + CO, 则 不 能 逆转 , 显示 体液 中 氧化 苹果 酸 系 MDH 作用 ,而 非 ME 作用 。 

三 、 葛 麻 重 不 同 组 织 中 氧化 苹果 酸 的 酶 ”除了 体液 以 外 ， 对 5 龄 期 合成 丝 蛋 白 旺盛 
ABA PYR 的 丝 腺 〈 许 廷 森 等 ,1963, PERS, 1964b) 及 有 消化 吸收 功能 的 中 肠 等 
组 织 作 了 测定 ， 其 氧化 苹果 酸 的 酶 活力 都 较 高 ， 且 项 为 NADP 专 一 的 。 测定 其 逆反 应 
可 见 中 上 肠 、. 丝 腺 中 反应 被 OAA 逆转 的 能 力 很 强 (图 6)，PYR 十 CO 的 逆转 能 力 则 弱 。 
可 以 说 ， 丝 腺 中 主要 是 MDH SRA; High MDH 较 强 , 但 也 存在 ME 的 活 
力 。 

四 、 家 乔 几 种 组 织 中 苹果 酸 的 氧化 ”在 体液 ,中 肠 、 丝 腺 及 脂肪 体 中 以 NADP 为 畏 
酶 的 酶 活力 非常 强 (图 7)。 

在 中 肠 及 丝 腺 中 加 和 人 OAA 可 使 反应 迅速 逆转 (图 8b、d), 加 入 PYR + CO, RER 
慢 逆 转 。 在 丝 腺 制剂 反应 系统 中 加 入 PYR + CO;， 待 逆转 反应 趋 于 平衡 时 ,再 加 入 OAA 
可 使 逆转 反应 又 明显 进行 (图 8b)。 脂 肪 体 情况 类 似 (图 8a)。 看 来 体液 中 可 能 是 ME， 
加 入 OAA 后 光 吸 收 基本 不 变 ( 图 8c)。 

在 体液 制剂 中 氧化 苹果 酸 时 须 以 NADP 为 辅酶 , 若 给 予 NAD， 几 平 没有 光 吸 收 产 
生 ( 图 9)。 

五 、pH 对 家 蚕丝 腺 氧化 苹果 酸 活力 的 影响 ”观察 了 三 种 不 同 pH 值 对 酶 活力 的 影 
响 。pH 为 8.3 时 活力 最 强 , pH 为 9.0 则 明显 降低 (图 10)。 

六 、 不 局 礁 期 家 鼻 体 液 中 氧化 苹果 酸 的 酶 活力 比较 ”用 5 龄 二 天 、 四 天 和 六 天 的 乔 
体液 进行 了 酶 活力 的 测定 和 比较 , 从 图 11 明显 看 出 5 龄 二 天 酶 活力 最 强 , 六 天 最 弱 。 这 
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图 10 pH 对 家 乔 丝 腺 制剂 氧化 昔 果 酸 影 响 图 11 5 耸 不 同 天 数 家 乔 体 液 中 氧化 
@ pH8.0 O pH8.3 © pH9.0 菜 果 酸 能 力 的 比较 
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说 明 5 龄 前 期 乔 需 要 大 量 PYR 供 合成 丙 氨 酸 之 用 ， 后 期 则 以 利用 已 形成 的 丙 氨 酸 合成 
丝 蛋 日 为 主 ; 故 氧化 苹果 酶 的 酶 活力 显著 下 降 。 

Cy RR ES BURR EAE RRR RRO AREER, one 
营 蔓 则 草 质 低劣 。 对 正常 5 MORE BHAA 5 龄 二 天 乔 作 了 比较 (图 12) 0 SJUKE 
患 病 后 ,氧化 苹果 琶 能 力 大 大 降低 ,尤其 在 体液 中 ,其 酶 活力 不 及 正常 重 的 一 半 ; 在 丝 腺 中 
亦 可 看 出 正常 鼻 和 病 生 的 明显 差异 。 
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八 、 徐 体内 丙 陋 酸 来 源 及 其 形成 途径 我 们 曾 报 道 天 门 冬 氮 酸 经 转 氨 作 用 形成 
OAA， 再 经 酶 促 或 非 酶 促 反 应 形成 PYR〔 许 延 森 等 ，1964a)。 荐 麻 鼻 丝 腺 中 有 活力 莽 强 
的 天 门 冬 酰 胺 酶 ,催化 天 门 冬 酰胺 转变 成 天 门 冬 氨 酸 ( 许 廷 森 等 , 1963)， 后 者 通过 上 述 途 
径 又 可 提供 PYR 来 源 。 本 文 报道 了 由 苹果 酸 形成 PYR 的 能 力 , 以 上 这 些 形 成 的 PYR 
部 可 经 谷 一 两 转 氨 酶 作用 形成 丙 氨 酸 。 本 项 总 结 见 图 13。 





NADPH: NADP 


KARE 





GOT 
i | i 

RAM MRK FRM WR 
4 
CO | 

GPT ME 
Pi ate PIME < | 
NRE GAR =| NADPH， NADP : 

A 


四 > A f \ 
MERA. CMM eangen 6S COE 
图 13 ARERI 


1 期 王 二 力 等 ， 春 氨基 酸 代谢 的 研究 ， 慌 体内 由 苹果 酸 形成 丙 氨 酸 碳 架 的 机 制 7 
SSeS 


参 + xX 献 


HER EMR 1962 关于 昆虫 氨基 酸 代谢 的 研究 |. 家 蚕丝 腺 体 中 一 些 重要 的 氨基 酸 转 氨 酶 。 南 京师 范 学 院 学 

2:25, 

WER SR 1963 鼻 氨 基 酸 代谢 的 研究 L 比较 家 蚕 和 野 鼻 各 种 氨基 酸 和 cx- 酮 成 二 酸 之 转 氨 作 用 并 自 草 麻 鼻 
丝 腺 体 中 提取 支 链 氨 基 酸 - 谷 氮 酸 转氨酶 及 其 一 些 性 质 的 研究 。 生物 化 学 与 生物 物理 学 报 3 (1):115 一 23。 

FER EDJ 19640 BARBRA UL. 丝 腺 体 工 -天 门 冬 氮 酸 及 ax- 酮 戊 二 酸 形 成 两 氨 酸 的 机 制 。 生 物 
化 学 与 生物 物理 学 报 4 (32;329 一 41。 

eae 王 征 泰 ”1964b 等 氨 基 酸 代谢 的 研究 V. SRR Ah oR, 生物 化 学 与 生物 物理 学 报 4 
4):481—4, 

EX, PER 1956 ”和 蛋 氨 基 酸 代 谢 的 研究 Vi. RESBRANACARBHSEM. 生物 化 学 与 生物 物理 学 报 6 
(1):14—21, 

WER, BRAS 1979 RARARROYN RASS -ARNEM. BW 5 (4):1-5, 

BO, KARZE 1979 BAER VI. RENEREAKAHRERNE REAR SARREXRR 
的 比较 及 酮 丙 二 酸 的 脱羧 作用 。 昆 虫 学 报 22 (4)378—89, 

IER, ARTS 1980a 鼻 氨 基 酸 代谢 的 研究 BAB. SAM-6 转氨酶 和 支 链 氨 基 酸 转氨酶 。 昆虫 学 报 
23 (1)1—7, 

林 浩 、 戴 祝 英 等 1980 昆虫 激素 调节 控制 的 研究 II， 保 幼 激素 类 似 物 对 虱 合 成 甘氨酸 和 丙 扎 酸 有 关 酶 系 的 调节 控 
制 。 生 物化 学 与 生物 物理 学 报 12 (4)00—00 

WER, MURS 1980b 昆虫 激素 调节 控制 的 研究 UL 保 幼 激素 类 似 物 对 脂肪 体 精 氨 酸 酶 的 诱导 和 对 超 微 结构 
的 影响 。 上 海 市 生化 学 会 年 会 论文 集 。 

Bailey, E. 1975 Biochemistry of Insect Flight. in ‘‘Insect Biochemistry and Function’’ Candy, D. 
T. and Kilby B. A. (eds.) pp. 89—167, Chapman and Hall, London. 

Fukuda, T., T. Hayashi, and M. Matuda, 1955 Biochemical studies on the formation of silkprotein 
(II). 27, 147. 

Rees, H. H. 1977 Insect Biochemistry. pp. 12—21, Chapman and Hal, London. 


STUDIES ON THE METABOLISM OF AMINO ACIDS IN THE SILK- 
WORMS: FORMATION OF THE CARBON SKELETON OF 
ALANINE FROM MALIC ACID IN BOMBYX MORI L. 

AND PHILOSAMIA CYNTHIA RICINI D. 


Wana 卫 R-LI Xu TING-SEN 
(Shanghai Institute of Biochemistry, Chinese Academy of Sciences) 


Since the carbon skeleton of alanine could be furnished by pyruvate through trans- 
amination with glutamate, glycine and ornithine, the source of pyruvate in the fifth 
stadium of silkworms is essential for the biosynthesis of alanine, which is one of the chief 
components of silkworm fibroin, especially in some species of Saturniidae. 

Malic acid had been previously shown in our laboratory to be present in the leaves 
of the mulberry and castor plants. In the present paper, it is demonstrated that in the 
body fluid, the posterior division of the silk gland and the midgut, oxaloacetate and 
pyruvate can be formed from malate by malate dehydrogenase and malic enzyme. 

It has been shown that in the posterior division of the silk gland of fifth instar lar- 
vae of Philosamia Cynthia ricini malate dehydrogenase is present. In the midgut, besides 
malate dehydrogenase, malic enzyme was also found. Both enzymes specifically require 
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NADP as coenzyme. By the action of these two enzymes the malic acid from the leaves 
could be transformed into pyruvate and oxaloacetate, the latter forming also pyruvate 
through enzymatic as well as nonenzymatic decarboxylation. 

In Bombyx mori, malate dehydrogenase was observed in the fat body and posterior 
division of the silk gland in the fifth stadium. In the midgut, malic enzyme could also 
be found in addition to malate dehydrogenase. The activities of both enzymes are 
rather high. 

The enzymatic reduction of malic acid in the body fluid and posterior division of 
the silk gland of fifth instar larvae was compared with normal Bombyx mori and those 
affected by jaundice. The jaundiced worms showed much lower enzymatic activity than 
the normal ones, especially in the body fluid. 


